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From the Departments of Pharmacology and Pathology, 
University of Miami, School of Medicine, Coral Gables, Florida 
Hematologie Effeets 
of Crotalus Adamanteus (rattlesnake) Venom 
By 
Jack L. Rapomski, Joun B. Wırısam B. Deichmann 
and Joun A. FisHer 
With 6 Figures in the Text 
(Received March 17, 1959) 


Although extensive studies on the basic effects of snake venoms are 
on record (MIALE, MıALE and Garrett), the hematologic effects are not 
well understood. The reasons are several: 1. venoms from different 
species exert different effects, 2. hematologic observations have not 
always been thorough, 3. in some instances, the hematologic effects of 
one venom have been applied, with no justification, to ‘‘snake venoms” 
in general, and 4. certain phases of venom action, notably their coagulant 
and anticoagulant effects, have not been studied by modern technics 
and related to current knowledge in this field. 

In the course of an investigation into the mechanisms by which 
Crotalus adamanteus venom produces toxicity and death in dogs, an 
opportunity became available to include complete studies on the hema- 
tologic effects of these venoms. One striking and consistent effect of 
Crotalus toxin was found to be a neutrophilic leukocytosis, and data 
are presented on the effect of venom on Myleran-induced neutropenia. 
The other hematologic data show a few other interesting findings, 
some inconstant changes and many negative results. All the data are 
recorded, with the expectation that even negative results will help clear 
some of the confusion or discrepancies in the literature. Observations on 
the hematopoetic effects of Naja flava venom are included for comparison 
purposes. 

Methods 


Mongrel dogs were used. Initial observations (Part A) were made on five dogs 
to which Crotalus adamanteus venom!, reconstituted in isotonic saline from the 
crystalline state, was administered intramuscularly in a dose of 1.28 mg/kg. Eight 
dogs received 0.2 mg/kg of Naja flava venom subcutaneously every day for three 
days. The dosage regimen of the dogs used in the study of the effects of Crotalus 
adamanteus on Myleran-induced neutropenia are noted in the results. 

Blood was obtained by venepuncture before venom was administered and at 
intervals thereafter until the dog died or until the experiment was terminated. In 


1 All venoms were purchased from the Miami Serpentarium, 12655 South Dixie 
Highway, Miami, Florida. 


Arch. Toxikol., Bd. 17 26 


366 J.L. Raponskı, J. B. Mrare, W. B. Deichmann and J. A. FisHer: 


some moribund animals blood for cell counts and chemical determinations was 
obtained by cardiac puncture. Blood for coagulation studies was obtained by 
saphenous venepuncture, using a two-syringe silicone technic (MrALE and Wiırson). 
Hematologic and chemical methods were those in common usage (MIALE and 
Witson). Thromboplastin generation tests were performed by the standard 
(Storra) and the dilute method (WASHINGTON). 


Results 
A. Effects of Crotalus adamanteus venom 
1. The leukocyte count: Crotalus venom administered intramuscularly 
to five dogs in the dosage specified produces a striking neutrophilic 
leukocytosis (Fig. 1), the total leukocyte count reaching a level of 
64,800 leukocytes/cu/mm in one dog. In most cases, the leukocytosis was 
accompanied by a significant shift to the left. 
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Fig. 1. Effect of Crotalus adamanteus venom on circulating neutrophils of dogs. All five 
dogs received a single I.M. injection of 1.28 mg/kg of venom 


In order to decide whether the neutrophilia observed was due to a 
direct effect on the hematopoetic system or whether it was secondary 
to the intense local necrosis produced by the venom, the effects of intra- 
venous administration of the venom were studied. Dogs given a single 
dose of 0.2 mg/kg showed a moderate but consistent increase in the 
neutrophil count. However, when this dose was given four times at 
hourly intervals, a greater neutrophilia (about a two and one-half fold 
increase) was produced, which lasted for about 24 hours. The neutro- 
philia produced intravenously was not as striking as that produced 
intramuscularly, but the doses administered intramuscularly were lethal 
ones, while these intravenous doses produced marked, but only transitory 
toxic effects. Since the leukocytosis also occurs when venom is given 
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intravenously, it is thought to be a direct effect of the venom on the 
leukopoietic system and not the result of local tissue necrosis. 

2. The erythrocyte count and hematocrit. Two of the five dogs ad- 
ministered Crotalus adamanteus intramuscularly showed a significant but 
transient rise in the erythrocyte count and hematocrit seven hours 
after the venom was given. The concomitant rise in the hematocrit 
points to this being caused by hemoconcentration. Terminally, anemia 
was usually noted. As will be seen later, there was no evidence of hemo- 
lysis. Since about 15—25 ml of blood was withdrawn at intervals, it is 
felt that this could account for the anemia which was noted. 
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Fig. 2. Effect of Crotalus adamanteus venom on the blood nonp 
tration of dogs. All five dogs received a single I.M. injection of “pau. of venom 


3. Blood nonprotein nitrogen concentration. In all instances there was 
a gradual rise in blood nonprotein nitrogen concentration, reaching 
moderately elevated concentrations just before death (Fig. 2). In three 
dogs both the nonprotein and urea nitrogen concentrations were studied, 
and it was found that the blood urea nitrogen concentration maintained 
a level of approximately half the nonprotein nitrogen. 

4. Blood glucose concentration. No significant changes were noted. 

5. Plasma proteins. A progressive hypoproteinemia was noted in most 
instances (Fig. 3), accompanied by an approximately equal reduction 
in albumin and globulin concentrations as determined both electro- 
phoretically and by precipitation. This was one of the most constant 
and striking effects noted, and probably reflects the proteolytic effect 
of venom. Proteolysis probably accounts also for the rise in blood non- 
protein nitrogen concentration (Fig. 2). 

6. Plasma fibrinogen concentration. Moderate to severe and transient 
reduction of the plasma fibrinogen concentration was noted in three of 
five dogs (Fig. 4). The fibrinogen concentration dropped below 100 mg 
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per 100 ml in only one animal. It is noteworthy that this was ac- 
companied by neither hemorrhagie phenomena nor by any striking 
changes in the coagulation studies. 
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Fig. 3. Effect of Crotalus adamanteus venom on the total plasma protein concentration of 
dogs. All five dogs received a single I.M. injection of 1.28 mg/kg of venom 


7. Serum bilirubin concentration. No change was noted. 

8. Blood coagulation. 

a. Coagulation time of venous blood (LeE-Wurte): Four out of five 
dogs showed a marked shortening of the coagulation time just before 
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Fig. 4. Effect of Crotalus adamanteus venom on the plasma fibrinogen concentration of 
dogs. All five dogs received a single I.M. injection of 1.28 mg/kg of venom 
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death, from a normal range of 8—9/, minutes to as low as 2 minutes. 
Clot retraction was normal at all times. 

b. Platelet count (phase microscopy): One dog showed a reduction 
from 184,000 to 66,000 platelets/cu mm. Four dogs showed no significant 
change. 
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ce. Prothrombin time of plasma (Quick : using brain thromboplastin) : 
No change in any of the dogs. 

d. Prothrombin time with RusseLr’s viper venom (Stypven time): 
No change noted in any of the dogs. 

e. Prothrombin consumption (serum prothrombin time): Remained 
normal in all dogs. 

f. Thromboplastin generation tests: No significant abnormalities 
noted. 

g. Fibrinolysin activity: No increase in plasma fibrinolysin titer was 
noted in any of the dogs, and there was no fibrinolysis of the blood clots 
in the Lee-White tests. 


B. Effect of Crotalus adamanteus venom on the neutropenia induced 
by Myleran 

To discover whether the leukocytosis-producing action of Crotalus 
venom might be useful in the therapy of bone marrow depression, its 
effects were studied in dogs made % 
neutropenic by Myleran [1:4-bis- 
(methanesulphonyloxy) butane, 
Busulphan]. In one group of four 
dogs, Myleran was given in a single 
oral dose of 20 mg/kg. Six days 
later a marked neutropenia de- 
veloped in all dogs. Crotalus venom 
was then administered intra- 
venously, 0.2 mg/kg. As shown in 
Fig. 5, the first dose of venom 
produced a significant but tran- 
sient increase in total circulating 
neutrophils. A second dose of ven- 
om was given three days later. 
This produced no leukocytosis and 
three of the four dogs died the fol- 
lowing day. A third dose of venom - 
was given thre edays later to the 
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Fig. 5. The effect of Crotalus adamanteus 


one surviving dog and this also 
failed to produce a leukocytosis. 
In a second experiment, it 


venom on Myleran-induced neutropenia. 
The Myleran was given as a single oral dose 
of 20 mg/kg. The venom was administered 


was decided to begin the ad- ty 
ministration of venom earlier and 

give two doses a day instead of one. Accordingly, each of three dogs 
was treated with a single oral dose of Myleran (20 mg/kg). Three 


days later the administration of snake venom was begun (two doses 
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of 0.2 mg/kg per day, four hours apart). A control group of three 
dogs received only Myleran. As seen in Fig. 6, transient leuko- 
cytosis peaks were produced daily for three days, after which there was 
no further effect. In spite of these peaks, the overall leukopenic effect of 
Myleran was not altered. 
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Fig. 6. Effect of Crotalus adamanteus venom on Myleran-induced neutropenia in dogs. 

A single oral dose (20 mg/kg) of Myleran was given to all six dogs. Three of the dogs 

received snake venom intravenously twice a day (4 hours apart) at a dose of 0.2 mg/kg. 
Each point represents the average of the results from three dogs 


C. Effect of Naja flava venom 

Naja flava venom did not produce the neutrophilic leukocytosis 
observed with Crotalus venom. Each of eight dos received 0.2 mg/kg 
of Naja venom intramuscularly until death occurred, usually in three 
days. The total leukocyte count and circulating neutrophil count showed 
no significant rise. In most cases, however, there was a decided shift 
to the left by the third day, the band neutrophils being two or three 
times more numerous than segmented forms. 


Diseussion 
The significant and reproducible hemopoietic effects of Crotalus 
adamanteus venom are: 1. neutrophilic leukocytosis, 2. hypoproteinemia, 
3. azotemia, and 4. shortening of the venous blood coagulation time. 
Neutrophilic leukocytosis can be produced by any one of four 
mechanisms: 1. direct stimulation of leukopoiesis by the venom, 2. stimu- 
lation of leukopoiesis by toxic products of tissue necrosis, 3. stimulation 
of leukocyte release by direct venom action, and 4. stimulation of leuko- 
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cyte release by toxic products of tissue necrosis. We feel that the leuko- 
cytosis-producing effect of venom is a direct one which does not depend 
on tissue necrosis since leukocytosis is produced when venom is admi- 
nistered intravenously. It seems probable that the effect of venom is 
to cause a release of neutrophils from storage depots rather than a 
stimulation of leukopoiesis. This probability is supported by the in- 
ability of venom to counteract the leukopoiesis-depressing effect of 
Myleran. In addition, a transient rise in circulating neutrophils was 
noted when the dogs were severely neutropenic. 

A significant hypoproteinemia occurred in all dogs. It seems likely 
that this can be attributed to the proteolytic effect of venom. This is 
supported by the rise in nonprotein nitrogen in the absence of any 
demonstrable renal damage. 

The results of the coagulation studies are interesting in view of the 
thromboplastin-like activity of many snake venoms. Crotalus adamanteus 
venom has significant thromboplastic activity. In a 1: 10,000 dilution it 
can be used, like RussELL’s viper venom, in place of brain thromboplastin, 
giving “‘prothrombin times’ of the same magnitude as does viper venom. 
However, in the dosage used in these experiments, there was no signifi- 
cant derangement in the coagulogram except for the observed shortening 
of the whole blood coagulation time—admittedly the crudest of tests. 
The inconstant hypofibrinogemia could not be related to this or to the 
results of other tests. There was no demonstrable abnormality of pro- 
thrombin activity, prothrombin conversion or thromboplastin generation. 
None of the animals showed any tendency to bleed abnormally. 

Because the Crotalus venoms produce hemolysis due to their leci- 
thinase A activity when incubated in vitro with washed erythrocytes, it 
has been commonly assumed that hemolysis production is an important 
in vivo action of these venoms. However, in our experiments, an acutely 
lethal dose of Crotalus venom did not produce hemolysis as evidenced by 
the serum bilirubin concentrations and by the absence of visible hemo- 
lysis in drawn blood. This suggests that hemolysis may not be a factor 
to be concerned about in snake bite. 


Summary 
1. Crotalus adamanteus venom produces a striking neutrophilic leuko- 
cytosis in dogs whether administered intramuscularly or intravenously. 
2. Intramuscular administration of a lethal dose (1.28 mg/kg) of 
crystalline Crotalus adamanteus venom to dogs also produced : a terminal 
increase in serum nonprotein nitrogen, a hypoproteinemia, a reduction 
in plasma fibrinogen, and a terminal shortening of coagulation time. 
3. It is noteworthy that no effects of this venom were noted on the 
serum bilirubin concentration. It follows, therefore, that contrary to 
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existing impressions this venom does not produce any significant degree 
of hemolysis in vivo. 

4. In addition, the intramuscular administration of Crotalus adaman- 
teus venom was found not to significantly affect the: blood glucose 
concentration, the platelet count, the plasma prothrombin time, the 
prothrombin time with RusseELL’s viper venom, the prothrombin con- 
sumption, the thromboplastin generation, or the fibrinolysin activity. 
Two of five dogs showed a transient rise in erythrocyte count and 
hematocrit. 

5. By contrast, Naja flava venom did not produce neutrophilic leuko- 
eytosis when administered in a subacutely toxic dose (0.2 mg/kg/day). 

6. Intravenously administered Crotalus adamanteus venom did not 
counteract the neutropenic effects of orally administered Myleran in 
dogs. 
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Aus dem Institut für gerichtliche und soziale Medizin 
der Freien Universität Berlin (Direktor: Prof. Dr. W. KrauLasp) 


Papierchromatographische und spektralphotometrische 
Identifizierung barbitursäurefreier Sedativa, insbesondere 
von Meprobamat* 


Von 
Ernst Vipic 
Mit 8 Textabbildungen 
(Eingegangen am 9. April 1959) 


\ 


Im Gegensatz zu den sehr zahlreichen Arbeiten, die sich mit der 
papierchromatographischen und spektralphotometrischen Identifizierung 
der Barbitursäurederivate befassen, sind entsprechende Untersuchungen 
in der Gruppe der sogenannten barbitursäurefreien Sedativa nur in ver- 
hältnismäßig geringer Zahl zu verzeichnen (K. Fischer und W. Srecur, 
J. Knapp und H. J. WAGNER, W. Lanc, W. MoHRscHuLz, O. PRIBILLA, 
R. WiıLBRanDT und A. JAEGER). 

Wenndies auch vom forensisch-toxikologischen Standpunkt durchaus 
verständlich erscheint, so ist doch festzustellen, daß der Nachweis der 
Sedativa aus der Gruppe der leichter zugänglichen Nichtbarbitale in- 
folge des Erscheinens einer Reihe neuer Präparate im Arzneiverkehr zu- 
nehmend häufiger zu führen ist. 

Aus Tabelle 1 geht zum Beispiel hervor, daß unter den 75 in den 
letzten 5 Jahren in unserem Institut untersuchten Fällen von tödlichen 
Schlafmittelvergiftungen nicht weniger als 18 Vergiftungen mit sehr 
hohen Dosen barbitursäurefreier Sedativa, das sind 24% der Gesamt- 
zahl, zu verzeichnen waren. Aber auch bei den Barbitalvergiftungen 
sind gelegentlich nebenher noch die Sedativa der anderen Gruppen mit im 
Spiele, da sie in Kombinationspräparaten neben Barbitursäuren ent- 
halten sind. 

Toxikologisches Interesse beansprucht neuerdings auch das Meprob- 
amat, das ist 2-Methyl-2n-propyl-propandiol-dicarbamat, welches sich 


* Diese Arbeit wurde mit Unterstützung der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft durchgeführt, wofür ihr besonderer Dank ausgesprochen wird. Sie wurde 
auszugsweise auf der Tagung der Deutschen Gesellschaft für gerichtliche und 
soziale Medizin in Zürich am 13. 9. 1958 vorgetragen. 
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bei uns als Miltaun, Cyrpon und Aneural im Arzneiverkehr befindet und 
auch schon zum Beispiel in dem Merckschen Präparat Proponal neben 
Ca. eyelohexenyläthylbarbitursäure vorhanden ist (0,1 Barbital + 0,2 g 
Meprobamat in 1 Tablette). Nach den letzten Berichten des Ausschusses 
für Suchtgifte bei der Weltgesundheitsorganisation ist ein rasch an- 

steigender Verbrauch der soge- 


Tabelle 1. Tödliche Schlafmittelvergiftungen nannten Ataractica oder Tran- 


(Institut für gerichtliche und soziale Medizin Yüillizer zu verzeichnen, wel- 
der Freien Universität Berlin 1953—1957) che als Gewöhnungsmittel an- 
gesehen werden müssen. Ihr to- 


der Fälle xikologischer Nachweis dürfte 
daher für den Gerichtsmedizi- 

Barbitale ..... 57 76 ner von Interesse werden. 
— Ein spezifischer Nachweis 
7 des Meprobamates ist uns je- 
Bromural ae doch bisher nicht bekannt- 

Nocturetten . . . 3 A 

Adalin-+ Bromural | 2 geworden. In einer Arbeit von 
Valamin. .... | 2 RIEBELING wird die vermehrte 
; Ausscheidung von Glucuron- 
Noludar+ Bromural | 1 18 24 säure im Harn als Maß für die 
Gesamtzahl 75 100 Meprobamat-Dosis angesehen. 


A. Trennung der Barbitale von den barbitursäurefreien Sedativa 


Zum Unterschied von den Barbitalen besitzen die Ureide, Carb- 
amate, Pyridin- und Piperidinderivate sehr schwach sauren bis neutralen 
Charakter und lassen sich demgemäß durch Ausschüttelungsoperationen 
als besondere Gruppe von den stärker sauren Verbindungen abtrennen. 

Am besten hat sich uns das von Büchı und PerLıa auf Barbiturate 
angewandte Ausschüttelungsverfahren mit 2% iger Sodalösung bewährt. 
Die Ergebnisse der mit der Sodalösung erzielten Trennungen sind in 
Tabelle 2 verzeichnet. 


Schüttelt man 1°/,ige ätherische Lösungen der Sedativa 3mal mit 
2%iger Sodalösung (100 ml ätherische Lösung enthaltend 0,1 g Sub- 
stanz mit je 3mal 10 ml Sodalösung), so bleiben, bei praktisch voll- 
ständiger Extraktion der Barbitale, die in der Tabelle enthaltenen 
Sedativa ganz oder zum allergrößten Teil im Äther zurück. Es zeigt sich 
also, daß die, zum Beispiel nach Stas-Orro, aus der weinsauren Lösung 
mit Äther leicht extrahierbaren Nichtbarbitale bis auf den etwas ge- 
ringeren Noludaranteil mit guter Ausbeute isolierbar sind. Die Ureide 
sind in Tabelle 2 nur durch die am häufigsten vorkommenden vertreten. 
Abasin (Acetylbromdiäthylacetylcarbamid), Nocturetten (Bromdiäthyl- 
isopropylacetylcarbamid) und andere verhalten sich ähnlich. 
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Tabelle 2. Abtrennung der barbitursäurefreien Sedativa von Barbitalen 


Lösungen in Äther: Konzentration 1/9. 
Ausschiittelung : 100 ml ätherischer Lösung 3mal mit je 10 ml 2%iger Sodalösung. 


Atherlow 
Sedative bieiben zurück 
n % 
Adalin. . . Bromdiathylacetyl- 100 
carbamid 
Bromural . a-Bromisovalerianyl- 93 
carbamid 
Valamin . . | 1-Äthinyl-eyelohexyl- 100 
carbamat 
Doriden . . | «-Phenyl-«-äthyl-glutar- 100 
säureimid 
Persedon . | 2,4-Dioxo-3,3-diäthyl- 95,4 
tetrahydro-pyridin 
Noludar . . 2,4-Dioxo-3,3-diäthyl- 80,7 
5-methylpiperidin 
Meprobamat 2-Methyl-2n-propyl- 92 
propandiol-dicarbamat 


B. Papierchromatographische Trennung und Identifizierung 
der barbitursäurefreien Sedativa 


Mit den bisher für Barbitursäurederivate verwendeten Lösungs- 
mittelsystemen war die Aufgabe einer sicheren papierchromatographi- 
schen Identifizierung aller Sedativa in einem Arbeitsgang nicht zu- 
friedenstellend lösbar, weil durchweg hohe, wenig unterschiedliche R,- 
Werte erhalten werden. 

Gemeinsam mit H. P. Lenk durchgeführte Voruntersuchungen mit 
den Ureiden haben ergeben, daß eine gute Auftrennung mit den apolaren 
Laufmitteln Petroläther oder Leichtbenzin möglich ist, wenn man diesen 
kleine Mengen eines polaren Lösungsmittels, am besten Butanol, zusetzt. 
Bei diesem System war jedoch zu beachten, daß kompakte Flecken ohne 
Schwanzbildung nur nach guter Ausbildung der wäßrigen stationären 
Phase zu gewinnen sind. Die notwendige Sättigung des Papiers war in 
dem das wassergesättigte Laufmittel enthaltenden Gefäß nicht in dem 
gewünschten Ausmaß zu erreichen. Außerdem fand durch die Ein- 
wirkung der Benzindämpfe beim Klimatisieren schon eine Diffusion der 
Startflecken in die Umgebung statt, was sich natürlich auf die Ent- 
wicklung des Chromatogramms nachteilig auswirkte. 


Die Schwierigkeiten konnten dadurch behoben werden, daß die 
Sättigung des Papiers mit Wasserdampf in einem besonderen Gefäß vor- 
genommen wurde, welches mit reinem Wasser beschickt war und an 
dessen Innenwand sich wasserfeuchte Filtrierpapierstreifen befanden. 
In diesem Gefäß verblieb der mit den Startflecken versehene Streifen 
über Nacht (12—14 Std) und wurde dann rasch in die die organische 
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und waBrige Phase des Lésungsmittelsystems enthaltende Apparatur 
eingehängt und sogleich in die Benzin-Butanolphase eingetaucht. 

Wegen der leichten Flüchtigkeit der verwendeten Bezinsorten mit 
Siedepunkten von 60—80° hat es sich ferner als notwendig erwiesen, be- 
sonders auf eine vollständige Sättigung der Atmosphäre während des 
ganzen Vorganges zu achten, um auch die geringste Verdampfung des 
Laufmittels auf dem Papier zu verhindern. Trotz guter Abdichtung der 
Apparatur war bei der aufsteigenden Chromatographie die Anordnung 
einer mit der organischen Phase beschickten Petrischale über der Auf- 
hängevorrichtung sehr vorteilhaft. Bei der absteigenden Chromato- 
graphie, welche zu einer etwas günstigeren Auftrennung der Sedativa 
führte, war eine solche Zusatzeinrichtung nicht erforderlich, wenn auf 
dem Boden des Gefäßes neben der wäßrigen Phase in einer Petrischale 
auch noch Laufmittel vorhanden war. Um eine bessere Sättigung der 
Atmosphäre mit Wasserdampf zu erzielen, ist auch im Entwicklungs- 
gefäß die Anbringung eines in die wäßrige Phase eintauchenden Filtrier- 
papierstreifens zu empfehlen. Das niedrig siedende Laufmittel verlangt 
außerdem eine gute Temperaturkonstanz mit Schwankungen bis zu 2°. 
Zumindest soll die Temperatur bei der Entwicklung niedriger liegen als 
die Klimatisierungstemperatur. 

Als apolare Komponente des Laufmittels eignet sich am besten 
Benzin, benzolfrei, Siedepunkt 60—80°. Zwei Volumenteile des mit einem 
bestimmten Prozentsatz Butanol (vgl. Abb. 1 und 2) vermischten Benzins 
werden mit 1 Volumenteil-Wasser durch Schütteln gesättigt und die 
Phasen im Scheidetrichter getrennt. An Stelle des Benzins kann unter 
Umständen, mit etwas weniger gutem Erfolg, Petroläther (Siedepunkt 
40—60°) verwendet werden. 

Zur sicheren Markierung der nicht leicht sichtbaren Lösungsmittel- 
front werden kurz vor der Endlinie der gewünschten Laufstrecke an 
beiden Seiten des Streifens kurze Striche mit einer alkoholischen Lösung 
von Sudanrot angebracht. An dem beginnenden Transport des Farb- 
stoffes kann man dann auch das Ende der Laufzeit erkennen. Die Lauf- 
zeit beträgt bei der absteigenden Chromatographie 3—4 Std, die Lauf- 
strecke des Lösungsmittels 25—30 cm. 

Zur Vermeidung von Schwanzbildungen erwies sich eine Begrenzung 
der Substanzmengen als notwendig. Gut auswertbare Flecken werden 
erhalten, wenn nicht wesentlich mehr als 50 y Sedativum aufgetragen 
werden. Als Folge dieser Begrenzung ergab sich die Aufgabe, eine 
empfindliche Reaktion zur Sichtbarmachung der Flecken zu finden. Das 
zur Anfärbung von Barbitalen bestens verwendbare Merkuronitrat ver- 
sagt bei den Ureiden ebenso wie beim Meprobamat und bei Noludar und 
Persedon. Die Reaktionen mit Ninhydrin, Neßlers Reagens und mit 
Permanganat zeigten gleichfalls viel zu geringe Empfindlichkeiten. 
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Eine sehr empfindliche Anzeige aller Sedativa, einschlieBlich des 
Meprobamates, gelang erst nach der Überführung in Chloramine und 
der Reaktion derselben mit Benzidin-Kaliumjodidlösung. Ähnliche Reak- 
tionen wurden bereits von REINDEL und Hoppe für die Detektion von 
Aminosäuren und Peptiden angegeben. 

Die erfolgreiche Anwendung der Detektion mit Chlor-Benzidin verlangt aller- 
dings einige Erfahrung bezüglich der Einwirkungsdauer und der Konzentration des 
Chlorgases. Vor der Chlorierung muß das Papier unbedingt gut getrocknet werden, 
was durch etwa 24stündiges Trocknen bei Zimmertemperatur oder durch kurzes 
Trocknen im Warmluftstrom erreicht wird. Durch Feuchtigkeit oder Lösungs- 
mittelreste werden im Papier Spuren von Chlor gebunden, wodurch dann eine zu 
starke Verfärbung des ganzen Papierstreifens erfolgt. Die Chlorgasatmosphäre er- 
zeugt man am einfachsten in einem Glaszylinder aus Chlorkalk und verdünnter 
Salzsäure und läßt dann den dicht abgedeckten Zylinder etwa 2 Std zur Nieder- 
schlagung des Wasserdampfes kühl stehen. Der Papierstreifen wird dann je nach 
der Chlorgaskonzentration 20—60 sec der Chloreinwirkung ausgesetzt. Die Chlor- 
konzentration und die Dauer der Chlorierung müssen aufeinander entsprechend 
abgestimmt werden. | 

Nach der Chloreinwirkung verbleibt das Papier noch wenige Minuten an der 
Luft und wird dann rasch und gleichmäßig durch die in einer flachen Schale vor- 
bereitete Benzidin-Kaliumjodidlösung hindurchgezogen und kurz mit destilliertem 
Wasser gespült. 

Herstellung der Benzidin-Kaliumjodidlösung: Diese Lösung wird stets frisch 
bereitet, indem man 2%ige Essigsäure durch kurzes Schütteln mit Benzidin an- 
nähernd sättigt und dann 70 ml dieser Lösung mit 30 ml 1%iger Kaliumjodidlösung 
vermischt. 

Die Chlor-Benzidin-Reaktion verläuft bei sämtlichen Sedativa sowie 
auch bei den Barbitalen und fast allen Hydantoinen positiv. Besonders 
intensiv ist die Reaktion mit Meprobamat. Die Färbungen sind braun 
bis grauviolett. 

In Abb. 1 sind die R,-Werte der Nichtbarbitale in Abhängigkeit vom 
Butanolgehalt des Benzins dargestellt. Sieht man vom Meprobamat 
ab, so ist die Auftrennung bei einem Butanolgehalt von 3% am günstig- 
sten. Sowohl Adalin und Bromural als auch die Pyridin- und Piperidin- 
derivate haben hierbei stark abweichende R,-Werte. Erscheint der Start- 
fleck intensiv gefärbt, dann wird zur Identifizierung des Meprobamates 
nochmals mit 7% Butanol chromatographiert. 

Mit Rücksicht darauf, daß schon geringe Änderungen im Butanol- 
gehalt erhebliche Verschiebungen der R,-Werte herbeiführen können, 
sollen stets Testsubstanzen mitentwickelt werden. 


Das beschriebene Verfahren ermöglicht den Nachweis der im Harn 
auftretenden geringen Gehalte der unveränderten Sedativa. So konnten 
nach der Einnahme von nur | Tablette Miltaun mit 0,2 g Meprobamat 
in 3 ml des 12 Std-Harnes noch etwa 50 y Meprobamat festgestellt 
werden, entsprechend einer Ausscheidungsquote von rund 5%. Hier- 
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durch gelang erstmalig der direkte Nachweis von Meprobamat in bio- 
logischem Material. 

In einem Fall einer tödlichen Vergiftung mit Adalin konnte dieser 
Arzneistoff sowohl im Harn als auch im Gehirn und in der Muskulatur 
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Abb. 1. Papierchr t hische Identifizierung der Sedativa. Mobile Phase: Benzin 
(60—80°)—Butanol—W. asser 


Abb. 2. Papierch tographische Identifizierung der Barbitale. Mobile Phase: Benzin 
(60—80°)—Butanol— Wasser 


nach seiner Isolierung nach Stas-Orro in unveränderter Form nach- 
gewiesen werden. 

Das verwendete Lösungsmittelsystem ist auch für die Gruppe der 
Barbitale mit gutem Erfolg anwendbar. Die Abb. 2 zeigt, daß bei einem 
Butanolgehalt von 5—6% eine weitgehende Auftrennung erfolgt, wo- 
durch sich zu den bisher für Barbitale angewandten Laufmitteln eine 
zusätzliche Sicherung ergibt. 


C. Spektralphotometrische Identifizierung 


Anschließend an die papierchromatographische Isolierung der Nicht- 
barbitale wurde deren weitere Identifizierung mittels der UV-Spektral- 
photometrie untersucht. In diesem Zusammenhang interessierte be- 
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sonders das spektrale Verhalten von Meprobamatlösungen, weil sich hier 
zunächst nicht erklärbare Beobachtungen ergaben. 


Bei den Versuchen zur Verflüchtigung des Meprobamates im Wasser- 
dampfstrom, die zum Zwecke der Isolierung aus biologischem Material 
durchgeführt wurden, zeigte sich eine gute Flüchtigkeit. Diese ist, wie 
aus der Tabelle 3 zu sehen 
ist, bei gleichem Destillat- Tabelle 3 
volumen nur in geringem __ Wasserdampfdestillation von Meprobamat 
Maße von der Konzentra- Pu 6,0. 
tion der Meprobamatlö- Dauer der Destillation: 2], Std. 


sung abhängig. Schüttelt 
man das Destillat mit | | | proizMe- 
Chloroform aus, so zeigt mg me en 
der Chloroformauszug ge- 200 11,1 5,55 0,012* 
mäß Abb. 3 ein stark aus- 100 83 8,30 0,018 
geprägtes Absorptions- 25 28,40 ess 
maximum bei 241 mu. © Die Hälfte des Chi ER = 2 


Die auf 1 y/ml berechnete Messung der Lichtabsorption abdestilliert, wo- 

Extinktion war bis auf durch ein Verlust an Meprobamat eintrat. 
den 1. Versuch, wo Ver- 
luste beim Abdampfen 
des Chloroforms auftra- 
ten, ziemlich konstant. 
Lösten wir dagegen ”” 
reines Meprobamat in - 4300 |- 
20 


Form von Miltaun in 


Chloroform, dann war bei 


dem verwendeten Prapa- in 
rat nicht das geringste Machen 


i i 


beobachten. WaBrige Me- A 

2 Abb. 3. Meprobamat in Chloroform. 1. Aus dem Wasser- 
probamatlösungen gaben <1 racstillat. Destillat I, Destillat II. 2. Nach dem 
ebenfalls Chloroformaus- Kochen der wäßrigen Lösung (Konz. 0,33 mg- %) 


züge ohne Absorptions- 
maxima. Erst nach 2stündigem Kochen der wäßrigen Lösung am 
Rückflußkühler trat wieder im Auszug das in Abb. 3 verzeichnete 
Maximum auf. Eine Prüfung der in Chloroform gelösten Handelsprä- 
parate Aneural, Cyrpon und Restenil ergab nur sehr schwach angedeu- 
tete Maxima. 

Ganz ähnlich lagen die Verhältnisse bei der Spektralphotometrie von 
Meprobamat in wäßrigen Na-Carbonat-Bicarbonat-Pufferlösungen mit 
einem py 9,0. 
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Während Lösungen von Meprobamat und auch von Valamin keine 
Spur eines Maximums erkennen ließen, traten bei den Ureiden und auch 
beim Doriden, wie aus Abb. 4 zu erkennen ist, sogleich recht scharfe 
Maxima stets bei 229 mu auf. Bei Noludar war das Maximum nur sehr 
schwach angedeutet. 

Ähnlich wie bei der Lösung in Chloroform ließ sich auch, wie Abb. 5 
zeigt, in Pufferlösung mit py 9,0 mit Meprobamat ein Absorptions- 
maximum zwischen 229—232 mu hervorrufen. Schon beim trockenen 
Erhitzen des Meprobamates auf 100° trat nach dem Lösen in der Puffer- 
lösung eine Änderung auf. Bei 2stündigem Kochen einer wäßrigen 
0,33 mg-%igen Meprobamatlösung gab der in der Pufferlösung in einer 
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Abb. 4. Absorption in Pufferlösung px 9,0. Br Bromural 50 y/ml, Ad Adalin 50 y/ml, 
Do Doriden 50 y/ml, No Nodular 50 y/ml. Meprobamat: keine Absorption. Valamin: 
keine Absorption 


Abb. 5. Meprobamat in Pufferlösung pu 9,0. 1. '/, Std trockenes Erhitzen 100° 100 y/ml. 
2. 2 Std Kochen, wäßrige Lösung 0,33 mg- %, 90 y/ml. 3. 2 Std Kochen n/10-HCl, 1,0 mg- %, 
90 y/ml. 4. Wasserdampfdestillat 84 »/m1 


Konzentration von 90y/ml gelöste Rückstand des Chloroformauszuges 
eine höhere Extinktion als die gleichartig behandelte Ausschüttelung des 
Wasserdampfdestillates (Abb. 5, Nr. 2 und 4). Das am stärksten aus- 
geprägte Maximum lieferte eine 1,0 mg-%ige Meprobamatlösung in n/10- 
HCl nach 2stündigem Kochen. 

In stärker alkalischem Medium, und zwar in n/10-, n/2- und n/1-KOH, 
waren schon ohne Vorbehandlung des Meprobamates Maxima in Be- 
reichen noch kürzerer Wellenlängen zu beobachten. Mit zunehmender 
KOH-Konzentration tritt eine Verschiebung des Maximums in der 
Richtung zunehmender Wellenlänge ein, und zwar von 217—222 mu. 
Eine ähnliche Verschiebung des Maximums erfolgt auch bei Lösungen 
in Carbonatpuffer py 9,0. 

Läßt man die Lösungen von Meprobamat in Kalilauge bei Zimmer- 
temperatur stehen, so findet bei konstant bleibender Wellenlänge des 
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Maximums eine mehr oder minder rasche Zunahme der Extinktion statt. 
In n/1-KOH steigt zum Beispiel die maximale Extinktion von 0,095 nach 
5 Std auf 0,143 und nach 24 Std auf 0,190 an. 


Vergleichsweise wurde auch das Verhalten der Ureide in n/10-KOH 
geprüft (Abb. 6). Sowohl beim Adalin als auch beim Bromural waren 
zeitbedingte Veränderungen sichtbar. Die Maxima strebten beim Adalin 
rasch, beim Bromural langsamer dem bereits beim Meprobamat fest- 

1000 


v i 
20 220 20 20 20 Zu 20 


Abb. 6. Absorption in n/10-KOH. Bromural 30 y/ml, — — — Adalin 30y/ml, 
—-—-— Meprobamat 100 y/mi 


gestellten Maximum bei 217—218 my zu. Dabei blieb die maximale 
Extinktion bei Adalin erhalten, während sie bei Bromural stark absank. 
Dieses Verhalten kann zur Unterscheidung beider Stoffe herangezogen 
werden. 

Doriden verhielt sich in n/10-KOH ahnlich wie die Ureide. Das gleich 
nach dem Auflösen in der Lauge auftretende Maximum bei 237 mu war 
schon nach einstündigem Stehen verschwunden, und es blieb nur, ebenso 
wie bei den Ureiden, das kurzwellige Maximum bestehen. 

Noludar zeigte von Anfang an nur das Maximum bei 219 ma und ist 
daher mit Meprobamat zu vergleichen. 

Eine Überprüfung des Beckman-DU-Spektralphotometers zeigte, daß 
die sehr kurzwelligen Maxima zwischen 217—222 my nicht durch das 
in diesen Bereichen bei größeren Spaltbreiten stärker in Erscheinung 
tretende Streulicht vorgetäuscht sind. 

Arch. Toxikol., Bd. 17 27 
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D. Quantitative Bestimmung von Meprobamat 

Die bei den Lésungen des Meprobamates in Laugen verschiedener 
Konzentration und auch in Pufferlésung py 9,0 beobachteten Absorp- 
tionsmaxima im UV waren wegen ihrer Lage im Spektrum als auch 
wegen der stark zeitabhängigen Extinktionen für quantitative Messungen 
nicht geeignet. Reproduzierbare Eichkurven waren nicht zu gewinnen. 
Es wurde deshalb nach einer entsprechend verwertbaren Farbreaktion 
gesucht. 

Im Hinblick auf die geforderte Empfindlichkeit konnten bisher bei 
der Umsetzung mit p-Dimethylaminobenzaldehyd in konzentrierter 


Nach Zusatz von 
A „y Meprobamat in § ml, Reapers 
Abb. 7 Abb. 8 


Abb. 7. Meprobamat. Reaktion mit p-Dimethylaminobenzaldehyd 
Abb. 8. Quantitative Bestimmung von Meprobamat mit p-Dimethylaminobenzaldehyd 


Schwefelsäure die günstigsten Ergebnisse erzielt werden. Die Um- 
setzung führte zu einer intensiv rotviolett gefärbten Schiffschen Base, 
welcher das in Abb. 7 gestrichelt dargestellte Absorptionsspektrum mit 
einem Maximum bei 484 my und einem Minimum bei 392 mu zukommt. 
Die gezeichnete Kurve wurde nach einer Reihe von Vorversuchen unter 
folgenden Bedingungen erhalten: 50 y Meprobamat wurden in 3 ml kon- 
zentrierter Schwefelsäure (1,84), enthaltend 2,5% p-Dimethylaminobenz- 
aldehyd (D), gelöst und 15 min. im Wasserbad bei 100° erhitzt. Die ab- 
gekühlte rotviolette Lösung wurde mit 2 ml reiner konz. Schwefelsäure 
verdünnt und sogleich im Beckman-Spektralphotometer gemessen. 


Zur weiteren Identifizierung des Reaktionsproduktes ist die Auf- 
nahme des Spektrums nach Verdünnung mit Wasser wichtig. Setzt man 
nämlich nach dem Erhitzen mit dem D-Schwefelsäure-Reagens an Stelle 
der Schwefelsäure 2 ml dest. Wasser zu, dann erfolgt Farbänderung nach 
Blauviolett. Dadurch verschiebt sich das Maximum im sichtbaren Be- 
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reich nach 558 mu, während im UV-Bereich nun ein scharf ausgeprägtes 
neues Maximum bei 334 mu erscheint (Abb. 7, voll ausgezogene Kurve). 

Für die quantitative Bestimmung des Meprobamates erwies sich die 
Messung der unverdünnten schwefelsauren Lösung im Absorptions- 
maximum geeigneter. Der in Abb. 8 dargestellten Eichkurve liegen 
folgende Bedingungen zugrunde: 

Das aus einer gemessenen alkoholischen Meprobamatlösung nach dem 
Verdunsten in einem kleinen Kölbcehen zurückgebliebene Meprobamat 
wurde in 5m! Schwefelsäure 1,84 mit 2,5% D gelöst und nach luft- 
dichtem Verschluß des Kélbchens im Thermostaten 30 min bei 85° er- 
hitzt. Die abgekühlte Flüssigkeit wurde im Elko-Photometer von Zeiss 
unter Vorschaltung des Filters 47 S in 1 em-Küvetten gemessen. 

In dem untersuchten Bereich bis 50 y Meprobamat in 5 ml Schwefel- 
säure ist das Lambert-Beersche Gesetz erfüllt. Infolge der hohen Emp- 
findlichkeit der Reaktion sind noch wenige Gamma be‘timmbar. 

Die Prüfung der Spezifität der Reaktion hat ergeben, daß alle hier 
untersuchten, in Tabelle 2 verzeichneten Nichtbarbiturate mit der 
D-Schwefelsäure negativ reagieren. Es treten hierbei überhaupt keine 
Farbänderungen auf, so daß die Reaktion innerhalb dieser gut abtrenn- 
baren Schlafmittelgruppe für Meprobamat spezifisch ist. 

Es muß jedoch auch auf einen Nachteil dieser Bestimmung hinge- 
wiesen werden, der durch die Verwendung konz. Schwefelsäure bedingt 
ist. (In anderen Medien wurden bisher noch keine zufriedenstellenden 
Ergebnisse erzielt.) 

Für Eluate aus Papierchromatogrammen konnte die Reaktion bisher 
noch keine Anwendung finden, weil schon kleinste, aus dem Papier mit- 
eluierte Verunreinigungen des Meprobamates eine Dunkelfärbung der 
Schwefelsäure bewirken, wodurch dessen quantitative Bestimmung und 
spektrophotometrische Identifizierung vereitelt wird. 

Auch in Ausschüttelungen und Extrakten von Harn und anderem 
biologischem Material war die Durchführung der Farbreaktion aus dem 
gleichen Grunde wie bei der Papierchromatographie nicht ohne weiteres 
möglich. Die Versuche zur Überwindung dieser Schwierigkeiten werden 
fortgesetzt. 

Diskussion 

Die Ergebnisse der spektrophotometrischen Untersuchungen legten 
die Frage nahe, wie die beim Meprobamat und auch bei den Ureiden auf- 
tretenden Veränderungen in den wäßrigen Lösungen, die sich im spek- 
tralen Verhalten manifestieren, zu deuten sind. Eine mögliche Er- 
klärung für das Auftreten des UV-Absorptionsmaximums beim Mepro- 
bamat wäre die Annahme, daß z. B. beim Kochen der wäßrigen Mepro- 
bamatlösung mit verdünnter Säure Abspaltung von NH, eintritt, wobei 
die Atomgruppierung —CO—NH—CO— entsteht, welche auch schon 
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bei den Ureiden und beim Doriden von vornherein vorhanden ist und 
welche hier praktisch das gleiche Absorptionsmaximum in der Puffer- 
lésung hervorruft wie das umgewandelte Meprobamat (vgl. die Abb. 4 
und 5). Das H-Atom der Imidgruppe wird durch die benachbarten 
negativen CO-Gruppen aktiviert und gelockert und daher möglicher- 
weise im Sinne einer Enolisierung verschiebbar, wie dies auch am Beispiel 
der Barbitursäure ersichtlich ist. Die angedeuteten Analogien werden 
durch nachstehende Formelbilder veranschaulicht. 


CH—CHBr—CO—NH—CO —NH, 
Bromural 
co 
CH, HC A, 
X C,H, C 
IN 
oc co yz 
we NH 
_NH Noludar 
Doriden 
CH,—O—CO co co 
CH, | | 
NH NH 
2 2 
Ä 
CH,—CH,—CH, | | | | 
CH,—O—CO co co 
Meprobamat | 


Nach dem Kochen einer salzsauren Meprobamatlösung war der Nach- 


weis des abgespaltenen NH, als NH,Cl mit Hilfe von NessLers Reagens 
leicht zu führen. Vor dem Kochen der Lösung gibt NessLers Reagens 
einen negativen Befund. 
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Schüttelt man die gekochte Meprobamatlösung mit Chloroform, so 
zeigt die extrahierte Substanz eutektisches Schmelzen bei 95°, während 
der Schmelzpunkt des reinen Meprobamates bei 103—105° liegt. Die 
Prüfung mit Jodid-Jodat-Reagens ergab, daß die isolierte Substanz 
keine Carboxylgruppen enthält. Eine Ammoniakabspaltung im Sinne 
von 

—O—CO—NH,+H,0+H* > —O—COOH+NH} 


ist daher nicht in Betracht zu ziehen. 
Bei der Umwandlung des Meprobamates besteht somit eine Analogie 
zu der Biuret-Bildung beim Erhitzen von Harnstoff: 


H,N—CO—NH, + H,N—CO—NH, > H,N—CO—NH—CO—NH,+ NH,. 


Harnstoff selbst zeigt weder in Chloroform noch in der Pufferlösung 9,0 
ein Absorptionsmaximum. Nach einstündigem Erhitzen von Harnstoff 
auf 155° wurde jedoch ein Produkt erhalten, welches ebenso wie das um- 
gewandelte Meprobamat in Pufferlösung 9,0 ein sehr scharfes Maximum 
bei 230 my aufwies und auch in Chloroform ein gut ausgeprägtes Maxi- 
mum bei 240 mu erkennen ließ. 

Die Änderungen im spektralen Verhalten, welche bei längerer Auf- 
bewahrung von Lösungen der Ureide in Alkalilauge vor sich gehen, 
können auf den bekannten Ringschluß zu Hydantoinen zurückgeführt 
werden. Tatsächlich geben Hydantoine in Alkalilauge sofort ein sehr 
starkes Absorptionsmaximum bei der gleichen Wellenlänge (218 bis 
220 mu) wie die Umwandlungsprodukte der Ureide. 


Den Firmen C. F. Asche & Co. AG., Chemie Grünenthal G.m.b.H., Ciba AG., 
Deutsche Hoffmann-La Roche AG., Farbenfabriken Bayer AG., Knoll AG., 
Schering AG., Troponwerke Dinklage & Co. sei hier nochmals bestens fir die 
Bereitstellung der Reinsubstanzen der untersuchten Arzneistoffe gedankt. 


Zusammenfassung 

Für die aus Ureiden, Carbamaten, Pyridin- und Piperidinderivaten 
bestehende Schlafmittelgruppe wurden die Bedingungen ihrer Ab- 
trennung von den Barbitursäurederivaten studiert. 

Zur Auftrennung und Identifizierung der einzelnen barbitursäure- 
freien Sedativa wurde ein papierchromatographisches Verfahren ent- 
wickelt. Als mobile Phase wird bei diesem Verfahren Leichtbenzin mit 
3—7,5% Butanol verwendet. Die Sichtbarmachung aller Stoffe, ins- 
besondere des Meprobamates und der Ureide, kann durch ihre Über- 
führung in Chloramine und Umsetzung der Reaktionsprodukte mit einer 
Lösung von Benzidin und Kaliumjodid in verdünnter Essigsäure er- 
folgen. 
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Die Lösungen der Sedativa in Chloroform und wäßrig-alkalischen 
Medien wurden spektrophotometrisch untersucht. 

Meprobamat liefert bei der Wasserdampfdestillation und beim 
Kochen in saurer Lösung ein Umwandlungsprodukt mit der Gruppierung 
—CO—NH—CO—, welches in Chloroform und in alkalischer Puffer- 
lösung Absorptionsmaxima im Ultraviolett zeigt. Das Maximum in 
alkalischer Lösung entspricht den Maxima der Ureide. In stark alkali- 
schem Milieu lassen die Ureide, zum Unterschied von Meprobamat, eine 
zeitbedingte Änderung des Spektrums erkennen, die auf der Ringschluß- 
bildung zu Hydantoinen beruht. 

Innerhalb der untersuchten Gruppe gibt Meprobamat eine spezifische 
Farbreaktion mit p-Dimethylaminobenzaldehyd, welche zur quanti- 
tativen Bestimmung geeignet ist. Das Reaktionsprodukt weist eine 
charakteristische Absorptionskurve im sichtbaren und ultravioletten 
Licht auf. 
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Die Bestimmung von DDT in fetthaltigen Materialien 
Von 
H. Marer-Bope 


(Eingegangen am 2. April 1959) 


Sowohl mit Nahrungsmitteln wie auch durch Hautresorption auf- 
genommenes DDT kann im Fettgewebe von Tier und Mensch gespeichert 
werden. MATTSON, SPILLANE, BAKER und Pearce (1953) fanden unter 
50 menschlichen Fettproben aus den USA nur zwei, die weniger als 2 ppm 
DDT enthielten. Der Gehalt an DDT (Dichlor-diphenyl-trichlorathan) 
plus DDE (Dichlor-diphenyl-dichloräthylen) lag bei den übrigen 48 Fett- 
proben zwischen 2 und 79 ppm. Das gefundene DDE ist aus DDT durch 
Abspaltung von Chlorwasserstoff entstanden, sei es im Organismus, sei 
es im Laufe der Analyse. 


CCl, ccl, 
DDT DDE 


Bei der Priifung von 21 Proben menschlichen Fettes aus verschiedenen 
Gegenden Westdeutschlands wurde in 19 Fallen ebenfalls DDT und DDE 
gefunden (Marer-Bope 1959), allerdings weniger (0,4—10 ppm) als von 
den Amerikanern angegeben. Diese Untersuchungen werden zur Zeit 
an einer größeren Reihe weiterer Fettproben fortgesetzt. Ihre Ergebnisse 
werden für das Gebiet der menschlichen Ernährung von Interesse sein. 

Im folgenden soll das angewendete Analysenverfahren besprochen 


werden. 

Mattson, SPILLANE, Baker und Pearce (1953) ließen zur Isolierung des DDT 
die Lösung ihrer Fettproben in Tetrachlorkohlenstoff nach einem von Davipow 
(1950) angegebenen Verfahren über mit Schwefelsäure getränkte Kieselgur laufen. 
Die quantitative Bestimmung des DDT erfolgte dann colorimetrisch in Anlehnung 
an die bekannte Methode von SCHECHTER und Harrer (1945). Da die DDT-Ge- 
halte ihrer Fettproben meistens 5—10 ppm betrugen, genügte Mattson und Mit- 
arbeitern (1953) die Bestimmbarkeit von etwa 5 y DDT in 1—3g Fett-Einwaage 
(„reasonably accurate measurement down to and below 5 micrograms was desired‘“). 
Unterhalb dieser DDT-Gehalte wird die Methode unsicher. Das beweisen die Er- 
gebnisse der Analysen von 3 Menschenfett-Proben aus den Jahren 1938 und 1940, 
die bei Einwaagen von 2,5, 1,9 und 1,6g Fett Gehalte an 1,9, 1,0 und 1,7 y DDT 
+ DDE ergaben, d. i. 0,7, 0,6 und 1,0 ppm. Da zur Zeit, als diese Fettproben ent- 
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nommen wurden, DDT noch nicht im Handel war, täuschen die Analysenergebnisse 
also nicht vorhandenes DDT vor. Unter Berücksichtigung dieser Fehlermöglichkeit 
haben deshalb Marrson und Mitarbeiter (1953) Gehalte von weniger als 2 ppm 
DDT + DDE in ihren Fettmustern als ,,not detectable‘‘ bezeichnet. 

Aus Gründen, die hier nicht erörtert werden sollen, hielten wir es für 
unwahrscheinlich, daß das Depotfett der Einwohner Westdeutschlands 
so hohe DDT-Gehalte aufwiese, wie von MaTtson und Mitarbeitern bei 
Personen aus den USA gefunden. Wir mußten also für unsere Versuche 
das Analysenverfahren so verfeinern, daß auch kleinere DDT-Mengen 
mit Sicherheit zu erfassen waren. Gleichzeitig wollten wir mit möglichst 
geringen Einwaagen arbeiten. Wir bedienten uns bei unseren Versuchen 
der Erfahrungen von ZEUMER und NEUHAUS (1953), die zur analytischen 
Erfassung von DDT in Mehl und Brot den aus diesen Materialien er- 
haltenen Petroläther-Extrakt zur Befreiung von störenden Bestand- 
teilen durch eine Schicht Aluminiumoxyd laufen ließen. Allerdings 
genügte bei uns die Aluminiumoxyd-Kolonne allein zur völligen Trennung 
von tierischem (oder auch pflanzlichem) Fett und seinen die Analyse 
störenden Begleitstoffen vom DDT nicht, wohl aber konnten wir durch 
Kombination von Aluminiumoxyd und Kieselgur-Schwefelsäure in einer 
Kolonne das gewünschte Ziel erreichen. Die die Analyse störenden sauren 
Bestandteile des Eluates beseitigten wir durch eine Schicht wasserfreier 
Soda am Boden der Kolonne. Als Lösungs- und Eluierungsmittel be- 
währte sich Tetrachlorkohlenstoff. 


Beschreibung des Verfahrens 

Das fetthaltige Rohmaterial wird nach vorherigem Zerkleinern 
mittels Skalpell und Schere unter Rückflußkühlung mit soviel siedendem 
Tetrachlorkohlenstoff erschöpfend extrahiert, daß im Extrakt auf 1 g 
Fett etwa 5 ml CCl, kommen. (Flüssige oder pastenförmige Fette werden 
unmittelbar in Tetrachlorkohlenstoff gelöst und, sofern nötig, durch 
Behandlung mit Natriumsulfat getrocknet. Wässerige Emulsionen, z. B. 
Milch, werden zweckmäßig vorher durch Zentrifugieren von der Haupt- 
menge Wasser befreit.) Aus den erhaltenen, mit wasserfreiem Natrium- 
sulfat getrockneten und filtrierten Fettlösungen wird der Tetrachlor- 
kohlenstoff in leichtem Vakuum abdestilliert. 1 g des so isolierten Fettes 
wird in einem Becherglas in 20 ml Tetrachlorkohlenstoff gelöst. Diese 
Lösung gibt man in die vorbereitete Kolonne (Anmerkung 1) bei ge- 
schlossenem Hahn. Nach 5 min wird der Hahn so weit geöffnet, daß die 
Lösung innerhalb von etwa 15 min durch die Absorptionsschicht läuft. 
Becherglas und Kolonnenwand werden mit 30 ml CCl, nachgespült. 
Anschließend wird mit 400 ml CCl, in Anteilen zu je 50 ml so gewaschen, 
daß vor jeder Zugabe die Kolonne leergelaufen ist. Die Fettanteile des 
Musters bleiben in der oberen Hälfte der Kieselgur-Schwefelsäure- 
Schicht der Kolonne als braungelber Ring zurück. 
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Nun wird die vereinte CCl,-Lösung aus einem 500 ml-Schliffkolben 
auf dem Dampfbad fast zur Trockne gebracht, der Rückstand wird mit 
15 ml CCl, in ein Reagensglas (2 cm Durchmesser, 18 em Länge) gespült 
und zur Trockne gedampft, am Schluß unter kurzer Anwendung von 
Wasserstrahlpumpenvakuum. Schließlich wird im Trockenschrank 
15 min bei 75° nachgetrocknet. Zum Abdampfrückstand gibt man 0,2 g 
Kaliumnitrat und 2 ml konz. Schwefelsäure (chem. rein) und erhitzt 
20 min lang unter gelegentlichem Umschütteln im siedenden Wasserbad. 
Nach Abkühlen setzt man Eisstückchen zu und spilt mit Wasser unter 
Verdünnen auf 30 ml in einen 250 ml-Dreihalsrundkolben mit schnell 
laufendem Rührer und unterem Abfluß mit Hahn. Nach Zugabe von 
30 ml Äther rührt man 3 min, trennt die Schichten und verrührt die 
wäßrige Schicht noch 2mal in gleicher Weise mit je 30 ml Äther. Die 
vereinten ätherischen Lösungen werden in den Rührkolben zurück- 
gegeben und nacheinander 2mal mit je 10 ml 2%iger Natronlauge und 
2mal mit je 10 ml gesättigter Natriumchlorid-Lösung jeweils 3 min ver- 
rührt. Nach jedem Verrühren werden die wäßrigen Lösungen von der 
im Rundkolben verbleibenden ätherischen Lösung abgetrennt. Nachdem 
diese abgelassen ist, gibt man in den Kolben noch einmal 30 ml Äther 
und wäscht mit diesem die vorher angefallenen Waschflüssigkeiten in 
der Reihenfolge ihres Anfalls durch. 

Die vereinten Ätherlösungen (120 ml) werden mit 5g wasserfreiem 
Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Das Natriumsulfat wird mit 50ml 
Äther nachgewaschen und das Filtrat auf einige Milliliter eingedampft. 
Dieser Rückstand wird mit 15 ml Äther quantitativ in ein Reagensglas 
(Durchmesser 2 em, Länge 18 cm) gespült, worauf im Wasserbad ein- 
gedampft wird, am Schluß unter Anwendung von Wasserstrahlpumpen- 
vakuum. 

Der Abdampfrückstand wird mit 6 ml einer Mischung aus gleichen 
Volumteilen 10%iger Natriummethylat-Lösung (Anmerkung 2), Metha- 
nol und Benzol versetzt und gut durchmischt. Nach 20 min Stehen wird 
in eine MeBcuvette von 10 mm Schichtdicke umgegossen (Anmerkung 3) 
und die optische Dichte der Lösung bei den Wellenlängen 520 und 597 mu 
im Vergleich zu ‚„‚Leernitrierung‘‘ (Anmerkung 4) in einem Photometer 
(Anmerkung 5) gemessen. Aus den Extinktionen D,,, und D,,, berechnet 
man den Gehalt der Probe an ‚‚technischem DDT™ und „‚p,p'-DDE‘ nach 
den von Marrson, SPILLANE, BAKER und Pearce angegebenen Formeln: 


I. Gehalt an DDT: 7,7-(14 Der = DDT 
II. Gehalt an DDE: 46,2 - (1,93 D,„—D;,) = y DDE 
Gehalt an DDT + DDE: I+ II = y DDT + DDE 


Anmerkung 1. Vorbereitung der Kolonne. Diese besteht aus einem 30 cm langen, 
3,5 cm weiten Glasrohr, das am oberen Ende eine birnenférmige Erweiterung von 
250 ml Inhalt und am unteren Ende über eine Schliffverbindung einen Glashahn 
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trägt. In das untere Ende der Kolonne gibt man einen Wattepfropfen (die Watte 
wird vor Gebrauch im Soxleth durch Extraktion mit Äther vom Fett befreit), 
darüber 20 g wasserfreie Soda, dann etwas Glaswolle, 20 g Aluminiumoxyd („zur 
chromatographischen Absorptionsanalyse nach BrockMANN, standardisiert, 
Merck‘) und wieder etwas Glaswolle. Nun wird der Kolonneninhalt mit 40 ml 
Tetrachlorkohlenstoff angefeuchtet. Nach Ablaufenlassen des überschüssigen 
CCl, wird dann ein im Mörser zubereitetes, homogenes Gemisch aus 20 g Kieselgur 
(„mit Salzsäure gereinigt und geglüht, Merck‘‘) und 12 ml einer Mischung gleicher 
Volumteilereiner konz. Schwefelsäure und rauchender Schwefelsäure (etwa 20% SO,) 
unter gleichmäßiger Verteilung mit einem Glasstab in die Kolonne gegeben. An- 
schließend trägt man noch etwas Glaswolle und dann 20 g Aluminiumoxyd (wie 
oben) ein. Nach Durchwaschen der Kolonne mit 80 ml CCl, ist sie einsatzfertig. 

Anmerkung 2. Herstellung der 10%igen Natriummethylat-Lösung. 30g in 
Stücke geschnittenes Natrium werden, zuerst unter Außenkühlung mit Wasser, 
dann unter Erwärmenlassen und unter Rückflußkühlung in 450 ml vorher mit 
etwas Natrium getrocknetem und abdestilliertem Methanol gelöst (Rückflußkühler 
mit Natronkalkrohr verschließen). Nach Abkühlen und Absitzenlassen der Trübung 
wird die Methylatlösung abgegossen und auf Gehalt an CH,ONa titriert. Die durch 
Verdünnung mit Methanol auf 10 + 0,1% NaOCH,-Gehalt fertiggestellte Natrium- 
methylat-Lösung (Gehaltskontrolle durch Titration) muß völlig klar und ohne 
Trübung sein. 

Anmerkung 3. Bei kürzerer Standzeit erhält man die optimale Farbintensität 
noch nicht. Längere Standzeiten sind zu vermeiden, da Trübung und Farbauf- 
hellung auftreten können. 

Anmerkung 4. „Leernitrierung‘‘. Man läßt 450 ml CCl, durch die nach An- 
merkung 1 vorbereitete Kolonne laufen, dann wird, wie oben beschrieben, aus einem 
500 ml-Schliffkolben abdestilliert, der Rückstand in ein Reagen:glas umgespült, 
getrocknet, vorschriftsgemäß nitriert und der Abdampfrückstand aus der Nitrierung 
mit 6 ml Natriummethylat-Methanol-Benzol-Gemisch versetzt. 

Anmerkung 5. Als Meßgerät diente ein „Beckman-Spektralphotometer Modell 
DU“, 

Kontrolle des Verfahrens 

Daß das Verfahren, den gestellten Anforderungen entsprechend, bei 
der Analyse von DDT-freien Fetten wirklich 0 ppm DDT + DDE ergibt, 
wurde an einer Schweinefett-Probe aus einem Bauernhof bestätigt, in 
welchem weder chemische Pflanzenschutzmittel angewendet noch Futter- 
mittel oder Tiere von auswärts zugekauft werden!. Aber auch in anderen 
Nahrungsfetten verschiedener Herkunft wurde bei der Analyse kein oder 
doch nur sehr viel weniger DDT gefunden, als in den USA von der Food 
and Drug Administration als „official tolerances‘‘ (zulässige Rückstands- 
werte) auf Erntegut zugestanden werden (7 ppm DDT). Dies zeigt 
Tabelle 1. Ein Vergleich mit den Zahlen der Tabelle 2 läßt erkennen, daß 
die in Milch-, Butter- und Hammelfett gefundenen Mengen von 0,3 und 
0,4 ppm DDT + DDE innerhalb der Fehlergrenzen des Verfahrens liegen. 
Keinesfalls treffen aber die vor einigen Jahren veröffentlichten Ana- 
lysenergebnisse aus Texas (zitiert von Seıper 1957) für unsere Markt- 


1 Diese Schweinefett-Probe verdanke ich Herrn O. Rorrsauws, Warmen 
(Mecklenburg). 
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waren zu, nach welchen z. B. ‚‚mageres Fleisch‘ 3,1, „fettes Fleisch“ 
68,5 und Milch bis 13,8 ppm DDT enthielten. 


Tabelle 1. DDT-Gehalte von Fetten, die aus verschiedenen Lebensmitteln des Handels! 


extrahiert wurden 
Fett- Gefunden 
Herkunft des Fettes Einwaage DDT DDE |DDT+DDE 

g ppm ppm ppm 
1 0,0 0,0 0,0 
1 0,0 0,0 0,0 
1 0,1 03 0,4 
Kuhbutter (Deutsche Markenbutter) . 1 0,3 0,1 0,4 
1 0,0 0,0 0,0 
Pflanzenfett „Palmin“ ...... . 1 0,0 0,0 0,0 


1 Die hier untersuchten Lebensmittel stammen aus Ladengeschäften der Stadt 
Bonn. 


Tabelle 2 zeigt die Genauigkeit, mit welcher nachträgliche DDT-Zu- 


sätze in ursprünglich DDT-freien Fetten mit dem beschriebenen Ver- 
fahren als DDT + DDE ermittelt werden können. 


Tabelle 2. Analyse von DDT -freien Fetten nach Zugabe von DDT 


m Zugesetzt Gefunden 

nwaage 

vom DDT DDT DDE |DDT+DDE 
g Pa ppm ppm ppm 

DDT-freies Schweinefett . 1 10,0 9,0 0,0 9,0 
1 5,0 4,2 0,0 4,2 

P Peer 1 3,0 2,0 0,2 2,2 
1 1,0 0,6 0,0 0,6 

DDT-freies Menschenfett . 1 5,0 3,3 1,0 43 
1 3,0 2,6 0,6 3,2 
1 1,0 1,1 03 1,4 


Wie bereits mitgeteilt (Marer-Bope 1959), konnte in allen Fällen, 
wo die Analyse in den von uns untersuchten Menschenfetten DDT+ DDE 
erkennen ließ, die Anwesenheit des DDT durch biologischen Test be- 
stätigt werden: der Tetrachlorkohlenstoff-Extrakt dieser Fette zeigte 
nach Passieren der Kolonne und Abdestillieren des Lésungsmittels gegen- 
über Drosophila melanogaster die gleiche insecticide Wirksamkeit, wie 
sie von der analytisch ermittelten DDT-Menge zu erwarten war. Wurden 
einem DDT-freien Menschenfett aber andere Insecticide hinzugefügt, von 
denen man aus Tierversuchen weiß, daß sie aus dem Futter in das Depot- 
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fett übergehen können (CLABORN, Bowers, Weis, RADELEFF und 
NICKERSON 1953), z. B. je 5 ppm Aldrin, Dieldrin, Chlordan, Heptachlor 
und Lindan, so täuschten diese bei der DDT-Analyse zwar kleine Mengen 
DDT + DDE (zwischen 0,7 und 1,8 ppm) vor, doch gab der biologische 
Test ein ganz anderes Bild, als von den vorgetäuschten DDT-Gehalten 
zu erwarten gewesen ware : Der Tetrachlorkohlenstoff-Extrakt zeigte nach 
Passieren der Kolonne und Eindampfen auf Drosophila melanogaster bei 
Aldrin und Dieldrin keine, bei Chlordan, Heptachlor und Lindan dagegen 
ein Vielfaches der erwarteten Wirkung. Verwechslung von DDT mit 
diesen Insecticiden war also nicht möglich. Andere Insecticide, z. B. 
Phosphorsäureester, scheiden aus, weil sie im Depotfett nicht gespeichert 
werden. 
Zusammenfassung 

Im Zusammenhang mit Untersuchungen über den DDT-Gehalt 
menschlichen Fettes wird ein Mikroverfahren zur quantitativen Bestim- 
mung von DDT in fetthaltigem Material beschrieben. Die Abtrennung 
des DDT von den Fetten erfolgt in einer Kolonne, die Aluminiumoxyd 
und mit Schwefelsäure getränkte Kieselgur als Absorbentien enthält, 
seine Bestimmung nach dem colorimetrischen Verfahren von SCHECHTER 
und Harzer. Aus Nahrungsmitteln tierischer oder pflanzlicher Her- 
kunft extrahierte Fette enthielten maximal 0,4 mg DDT + DDE in 1 kg. 
Die Identität des in den Fetten analytisch ermittelten DDT wurde durch 
biologische Kontrollen bestätigt. 

Dem Bundesministerium für Ernährung, Landwirtschaft und Forsten danke 
ich für die großzügige Unterstützung dieser Arbeit. 
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